® REPUBUQUE FRANQAISE 

INSTITUT NATIONAL 
DE LA PROPRIETE INDUSTRIELLE 



PARIS 



© N° de publication : 2 808 888 

(a n'utiiiser que pour les 
commandes de reproduction) 

(21) N° d'enregistrement national : 00 06125 

(fj) Int CI 7 : G 02 B 21/26, G 02 B 7/00, G 01 N 21/64, 21/01 



DEMANDE DE BREVET D'INVENTION 



A1 



(§) Date de depdt : 15.05.00. 
@) Priorite : 



@) Date de mise a la disposition du public de la 
demande: 16.11.01 Bulletin 01/46. 

Liste des documents cites dans le rapport de 
recherche preliminaire : Se reporter a fa fin du 
present fascicule 

References a d'autres documents natlonaux 
apparentes : 



(fj) Demandeur(s) : TROPHOS Societe anonyme— FR. 



® Inventeur(s) : DELAAGE MICHEL, VILLA PASCAL et 
WILLIAMSON TONI LOUISE. 



@Titulaire(s): 



® 



Mandatalre(s) : CABINET BECKER ET ASSOCIES. 



< 

I 

CO 
CO 
CO 

00 

o 

00 
CM 

cc 

LL 



DISPOSITIF D'OBSERVATION SEQUENT1ELLE D'ECHANTILLONS ET PROCEDES UUTILISANT. 

w La presente invention concerne des precedes et dis- 
positifs pour robservation ou I'analyse d'^chantillons sur un 
support. Plus particulierement, il s'agit d'un dispositif de 
type microscope pour robservation sequentielle de plu- 
sieurs echantillons disposes (cote a cote) sur une meme 
plaque (19) comportant un objectif (15) d'observation d'un 
echantillon suivant un axe d'observation depuis une face 
d'observation (29) de la plaque (19), une piatine (17) de po- 
sitionnement de la plaque (19) adaptee pour assurer un de- 
placement relatif entre la plaque (19) et Paxe d'observation 
dans un plan perpendicuiaire a I'axe d'observation, des 
moyens (21) cfillumination de I' echantillon et des moyens 
(23, 25) d'acquisition d'une image en sortie de Pobjectif (15). 
II comporte une entretoise (43) interposee entre la face 
d'observation (29) de la plaque et Pobjectif (1 5), laquelle en- 
tretoise (43) est fixe par rapport a Pobjectif (15) et presente 
une surface d'appui (45) pour la face d'observation (29) de 
la plaque, laquelle surface d'appui (45) est situee au voisi- 
nage de Paxe d'observation. 

Application a I'analyse rapide d'echantillons cellulaires. 
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La presente invention concerne des proc6des et dispositifs pour 
I'observation ou Tanalyse d'echantillons sur un support. Elle conceme plus 
particulierement un dispositif de type microscope permettant I'observation 
sequentielle de plusieurs echantillons disposes (cote a cote) sur un meme 

5 support, notamment une meme plaque. 

Ce dispositif (de type microscope) comporte un objectif d'observation d'au 
moins une partie d'un echantillon suivant un axe d'observation depuis une face 
d'observation du support et une platine de positionnement du support adaptee 
pour assurer un deplacement relatif entre le support et I'axe d'observation dans 

10 un plan perpendiculaire a I'axe d'observation. II comporte en outre des moyens 
d'illumination d'au moins une partie d'un echantillon et des moyens d'acquisition 
d'une image en sortie de I'objectif. 

Un tel dispositif est utilise notamment pour Tanalyse rapide d'un grand 
nombre d'echantillons disposes sur un meme support, tel qu'une plaque, ces 

15 echantillons etant constitues par exemple de cellules, en particulier de cellules 
adherentes, mammiferes, procaryote, vegetale, etc. ou d'autres organismes par 
exemple pathogenes (virus, etc.). 

L'analyse cellulaire rapide sur un grand nombre d'echantiilons est une 
n6cessite dans Tindustrie pharmaceutique, pour le balayage a haut debit de 

20 nouvelles substances actives, et dans I'industrie des cosmetiques, ou des 
modeles cellulaires sont utilises pour tester de nouvelles substances et controler 
les fabrications. Ces industries souhaitent utiliser de plus en plus de tests 
cellulaires et demandent une simplification de Ieur mise en oeuvre. 

Les plaques de culture couramment utilises pour contenir les echantillons 

25 biologiques (notamment cellulaires) ont une forme generate de plateau. Elles 
presentent un ensemble d'alveoles adjacents appeles puits dans tout ou partie 
desquels est contenu un echantillon. Ces puits sont g6neralement d'axes 
paralleles les uns aux autres et s'etendent suivant Tepaisseur de la plaque, lis 
debouchent a la surface sup6rieure de la plaque et sont obtures par un fond 

30 formant generalement la face inferieure de la plaque. Les fonds de puits 
adjacents sont done generalement relies les uns aux autres. Ainsi, la face 
inferieure de la plaque est essentiellement continue. D'autres supports pour 
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Tanalyse d'echantillons biologiques sont par exemple des membranes, lames de 
verre, filtres, etc. 

Pour proceder a I'observation microscopique des echantillons, la plaque (ou 
tout autre support) est disposee au-dessus de I'objectif du microscope dont I'axe 

5 est oriente verticalement. L'observation s'effectue au travers du fond de chaque 
puits, c'est-^-dire au travers de la face inferieure de la plaque, cette face 
inferieure constituant la face d'observation. Les echantillons sont amenes un a 
un en regard de I'objectif par deplacement de la plaque dans un plan 
perpendiculaire a I'axe d'observation grace a la platine de positionnement. Cette 

10 demiere est adaptee pour maintenir la plaque essentiellement (ou seulement) a 
sa periph6rie, laissant ainsi libre la face d'observation de la plaque. En outre, la 
platine est adaptee pour laisser a la plaque une certaine liberie de mouvement 
dans I'axe d'observation. 

Les plaques sont generalement realisees dans un materiau coule ou 

15 moule, le plus souvent en polystyrene. De ce fait, les plaques comportent le plus 
souvent des defauts de planeite de leur face inferieure formant le fond des puits. 
La taille de ces defauts depasse largement la profondeur de champ de I'objectif. 
L'ecart entre les points extremes de la face inferieure atteint couramment 0,2 a 
0,3 mm. 

20 Les defauts de planeite de la face inferieure de la plaque et sa deformation 

font varier la distance entre I'objectif et I'echantillon d analyser. II est done 
necessaire, pour proceder a I'observation d f une plaque complete ou 
d'echantillons distribues dans des puits repartis sur une zone importante de la 
surface de la plaque, de corriger fr6quemment la mise au point de I'objectif pour 

25 compenser la variation de cette distance. 

Cet inconvenient se constate par exemple dans le microscope & 
fluorescence conventionnel, dote d'une camera CCD et d'un logiciel de 
morphometrie, commercialise sous la designation ARRAYSCAN II par la societe 
CELLOMICS Inc. Le meme probleme se pose pour la lecture par contraste de 

30 phase telle que proposee par la societe INNOVATIS dans le materiel CELL- 
SCREEN. 
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La mise au point automatique que propose CELLOMICS est lente et peu 
fiable : un puits vide peut entrainer une instability du systeme, voire une mise au 
point erronee sur un accident de la face exteme. 

La necessite de proceder frequemment a un reglage de la mise au point de 
5 I'objectif reduit la vitesse d'acquisition des images des echantillons. 

Un probleme analogue se produit lors de Tanalyse de micro-particules qui 
sont de plus en plus utilisees pour effectuer des reactions biochimiques, lorsque 
ces micro-particules sont disposees dans les puits d'une plaque. 

De meme, la recherche de bacteries sur des filtres oblige a regler 
10 frequemment la mise au point de I'objectif du fait des defauts de planeite du filtre. 

L'invention a pour but d'apporter une solution a ce probleme d'acquisition 
des images en proposant un dispositif, notamment de type microscope, qui 
puisse fonctionner a une cadence elevee meme avec des supports dont la 
planeite de la face d'observation est imparfaite. L'invention a 6galement pour but 
15 de faciliter la vitesse et la qualite de Tacquisition des signaux, et offrant la 
possibility d'excitation de I'echantillon sur I'ensemble du champ d'analyse, sans 
necessite de balayage au sein d'un m6me echantillon. 

A cet effet, Tinvention a pour objet un dispositif tel que defini ci-dessus, 
notamment un dispositif d'analyse d'echantillons, plus particulierement de type 
20 microscope, caracteris6 en ce qu'il comporte une entretoise interposee entre la 
face d'observation du support et I'objectif, laquelie entretoise est fixe par rapport 
a I'objectif et presente une surface d'appui pour la face d'observation du support, 
laquelie surface d'appui est situ6e au voisinage de Paxe d'observation. 
Suivant des modes particuliers de realisation : 
25 - le support est une plaque, notamment une plaque multi-puits. Bien que 

Temploi de plaques constitue le mode prefere de mise en oeuvre, il est entendu 
que le dispositif d'analyse ou d'observation selon l'invention peut etre utilise avec 
d'autres supports tels que des membranes, filtres, etc., plus generalement tout 
support utilise par Thomme du metier pour le depot d'echantillon biologiques, 
30 notamment tout support non parfaitement plan sur lequel plusieurs 6chantillons a 
analyser sont deposes. 

- I'entretoise est port6e par I'objectif ; 
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- I'entretoise comporte un manchon s'etendant suivant I'axe d'observation, 
la surface d'appui etant formee par une plage annulaire d'extremite du 
manchon ; 

- les moyens d'illumination comportent des moyens de guidage du faisceau 
5 d'illumination au travers de I'entretoise ou du manchon ; 

- les moyens de guidage du faisceau d'illumination comportent une fibre 
optique ; 

- les moyens d'acquisition et les moyens d'illumination comportent des 
moyens d'autocalibration pour realiser une correction d'uniformite du faisceau 

10 d'illumination a partir de I'observation de billes fluorescentes de reference 
disposees sur le support portant les echantillons ; et/ou 

- les moyens d'illumination sont adaptes pour couvrir simultan6ment 
Tessentiel de la surface d'un Echantillon ; I'objectif et les moyens d'acquisition 
sont adaptes pour procurer un champ d'observation couvrant simultan6ment 

15 I'essentiel de la surface de I'echantillon. 

^invention a tout particulierement pour objet un dispositif, notamment un 
microscope d'observation sequentielle d'echantillons disposes (cote a cote) sur 
une meme plaque, comportant un objectif d'observation d'au moins une partie 
representative d'un echantillon suivant un axe d'observation depuis une face 

20 d'observation de la plaque, une platine de positionnement de la plaque adaptee 
pour assurer un deplacement relatif entre la plaque et l'axe d'observation dans 
un plan perpendiculaire a l'axe d'observation, des moyens d'illumination d'au 
moins une partie representative d'un echantillon et des moyens d'acquisition 
d'une image en sortie de I'objectif, caracteris§ en ce qu'il comporte une 

25 entretoise interposee entre la face d'observation de la plaque et I'objectif, 
laquelle entretoise est portee par I'objectif et pr6sente une surface d'appui sur 
laquelle repose la face d'observation de la plaque. Ainsi cette face d'observation, 
au voisinage de I'axe optique, reste a une distance fixe de I'objectif, definie par la 
longueur de I'entretoise, laquelle est ajustee de sorte que I'image des objets 

30 situes sur la face oppos§e de la face d'observation soit au point sur le capteur. 

Un autre objet de I'invention reside dans un dispositif d'analyse 
d'Schantillon, notamment un microscope, caracteris6 en ce qu'il possede des 
moyens d'illumination d'un Echantillon, adaptes pour couvrir simuitanEment 



SDOCtO<FR 2808888A1 I > 



2808888 

5 

Tessentiel de la surface de I'echantillon, et en ce qiTil comprend un objectif et 
des moyens d'acquisition adaptes pour procurer un champ ^observation 
couvrant simultan^ment Tessentiel de la surface de I'echantillon. 

L'invention a en outre pour objet un precede d'observation sequentielle de 
5 plusieurs echantillons disposes sur un meme support, notamment sur une meme 
plaque, plus particulierement cote a cote, ou plus generalement d'analyse d'un 
ou plusieurs echantillons, caracterise en ce qu'il comporte Putilisation d'un 
dispositif tel que defini ci-dessus. 

Uinvention concerne aussi 1'utilisation d'un dispositif tel que defini ci-avant 
10 pour I'analyse d'un ou plusieurs Echantillons, comme par exemple pour I'analyse 
ou la detection d'acides nucleiques, de polypeptides, lipides, organelles, etc., 
notamment pour des applications de recherche, diagnostique, screening 
industriel de biblioth^ques de produits, etc. 

15 Uinvention sera mieux comprise a la lecture de la description suivante, 

donnee uniquement a titre d'exemple et faite en reference aux dessins sur 
lesquels : 

- la figure 1 est une vue en perspective d'un microscope selon I'invention ; 
et 

20 - la figure 2 est une vue schematique en coupe longitudinale du microscope 

dans la region de la plaque de culture. 

Le microscope 11 represents sur la figure 1 est destine plus 
particulierement a I'observation de la fluorescence d'echantillons (notamment 
cellulaires) contenus dans les puits d'une plaque de titration (ou de culture). 

25 II comporte essentiellement un bati 13 portant un objectif d'observation 15 

et une platine 17 de positionnement d'une plaque de titration 19, une source 21 
d'illumination locale de la plaque, une camera 23 placee en arriere de Tobjectif 
15 et une unite de traitement d'informations 25, tel qu'un micro-ordinateur, reliee 
a la camera 23. 

30 Ce microscope est adapte pour I'observation rapide d'echantillons contenus 

dans des puits adjacents 27 de la plaque 19 visible sur la figure 2. 

Les plaques utilis6es comportent preferentiellement une face inferieure 
continue 29 formant le fond des puits 27 et constituant une face d'observation au 
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travers de laquelle les 6chantillons sont observes. Les puits 27 s'ouvrent a la 
surface sup6rieure de la plaque, lis sont sensiblement cylindriques de section 
circulaire ou carree et peuvent avoir un fond essentiellement plan ou arrondi 
(partie interieure du fond du puits). Le diametre de chaque puits est d'environ 
5 3 mm, meme si le dispositif peut etre adapte a tout autre diametre. 

Les plaques utilisees comportent gen6ralement 96, 384, 864 ou 1536 puits. 
Leurs dimensions sont par exemple 107 mm x 71 mm. De telles plaques sont 
disponibles dans le commerce (Nunc (Danemark), Greiner (Allemagne), Costar 
(U.S.A.), etc.). 

10 Le bati 13 est par exemple celui d'un microscope inverse equipe pour Pepi- 

illumination II comporte une tourelle 31 supportant Pobjectif 15 de telle sorte que 
son axe d'observation s'etende sensiblement verticalement. 

L'objectif 15 a de preference un faible grossissement par exemple compris 
entre 1,25 et 5 Avantageusement, son grossissement est de 2,5 ou 5. Le 

15 grossissement est ramene a une valeur proche, par defaut, du rapport entre les 
dimensions du capteur et celles de Pobjet, par des lentilles plac§es dans la 
bague allonge qui supporte le capteur. L'objectif a une grande ouverture 
numerique. En particulier, celle-ci est adaptee pour que le champ d'observation 
de Tobjectif couvre toute la surface du fond d'un puits. 

20 La platine 17 est solidaire du bati 13. Elle est maintenue sensiblement 

horizontalement en regard de Tobjectif 15. Cette platine comporte, comme connu 
en soi,-une structure porteuse 33 fixee au bati 13 et un cadre 35 de support de la 
plaque 19. Ce cadre s'etend dans un plan sensiblement perpendiculaire a Paxe 
d'observation. II est mobile £ coulissement dans ce plan par rapport a la 

25 structure porteuse 33. A cet effet, le cadre est guide par rapport a la structure 
porteuse entre des paires de glissieres s'etendant suivant deux directions 
perpendiculaires du plan. Deux actionneurs electriques assurent le deplacement 
du cadre 35 suivant ces deux directions. 

Comme repr6sente sur la figure 2, le cadre 35 presente quatre cotes 37 

30 s'etendant le long du contour de la plaque 19. Les dimensions des cotes 37 sont 
adaptees pour qu'ils s'appliquent en contact intime avec les bords notes 39 de la 
plaque, tout en autorisant le libre mouvement de la plaque 19 suivant la direction 
de Paxe d'observation. 
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Interieurement, le cadre 35 pr6sente un rebord p6ripherique 41 formant une 
surface d'appui pour la plaque 19 en dehors des periodes d'observation. Lors 
des p6riodes d'observation, la plaque 19 est a I'ecart de cette surface d'appui ou 
au plus, la plaque ne repose que partiellement sur celle-cL 
5 Selon I'invention, un manchon 43 formant entretoise est solidaire de 

robjectif 15. II prolonge celui-ci axialement et definit, a son extremite libre, une 
surface 45 pour I'appui de la face inferieure de la plaque 19 dans le voisinage 
immSdiat du fond du puits contenant I'echantillon a observer. L'autre extremite 
du manchon 43 s'appuie sur le bout de robjectif 15. 

10 Le manchon 43 prSsente une forme generate tronconique. II definit 

interieurement un conduit axial 47 permettant ('illumination et 1'observation de 
toute la surface d'un echantillon depuis robjectif 15. Le diametre du conduit est 
progressivement decroissant de I'extrSmite du manchon en appui sur I'objectif 
jusqu'a I'extremite libre du manchon definissant la surface d'appui 45. Son 

15 diametre varie ainsi de 12 mm £ 4,5 mm. La hauteur du conduit 47 est par 
exemple d'environ 20 mm. 

La surface d'appui 45 est plane et forme une couronne d'appui entourant le 
fond du puits contenant I'echantillon a observer. 

A ('extremite du manchon en appui sur robjectif 15, le conduit 47 presente 

20 un epaulement 49 definissant une surface annulaire suivant laquelle le manchon 
repose sur I'objectif. 

Suivant une variante de realisation, des vis de reglage sont prevues entre 
le manchon 43 et robjectif 15, afin d'ajuster la position axiale du manchon par 
rapport a I'objectif. Ces vis sont alors vissees dans I'un de I'objectif et du 

25 manchon et une de leurs extremites prend appui sur I'autre de I'objectif et du 
manchon. Suivant une variante de realisation le manchon est constitue de deux 
parties, vissees I'une dans rautre en sorte que la distance entre I'appui sur 
I'objectif et I'appui sur la surface d'observation peut etre reglee avec une 
precision meilleure que la profondeur de champs de I'optique, 50 microns par 

30 exemple. 

La hauteur du manchon est telle que la position de la surface d'appui 45 
menag6e a son extremite libre est tr§s legerement sup§rieure a la position de la 
surface exterieure moyenne de la face inferieure de la plaque 19, lorsque celle-ci 
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est en appui sur !e rebord 41 du cadre en I'absence du manchon 43. La surface 

de support 45 fait ainsi saillie avantageusement de 0,3 a 0,5 mm par rapport au 

plan moyen de la face inferieure de la plaque. 

Dans ces conditions, la plaque 19 s'appuie toujours sur la surface 45 du 
5 manchon. En particulier, cet appui s'effectue au voisinage immediat du fond du 

puits contenant Pechantillon a observer. II a lieu sur toute la p6ripherie du fond 

du puits considere mais a I'exterieur de celui-ci, laissant ainsi libre toute la 

surface du fond pour Pobservation de Pechantillon. 

La source d'HIumination 21 est fonm6e par une lampe ou un laser. Elle est 
10 adaptee pour provoquer une irradiation de Pechantillon conduisant celui-ci a 

6mettre un rayonnement propre par un phenomene de fluorescence. 

Les fluorophores utilises sont ceux du marquage cellulaire de Pechantillon 

tel que le marquage de surface, le marquage intramembranaire, le marquage 

cytoplasmique, le marquage metabolique (pH, activite respiratoire), le marquage 
15 des ARN et ADN non specifique ou specifique (Fish), ou le marquage de 

polypeptides (enzymes, r6cepteurs de surface, prolines cytoplasmiques ou 

nucleaires, etc.), parexemple. 

Le laser utilise pour la source 21 est par exemple un laser helium-neon 

dont la longueur d'onde est 543 nm, un laser argon de longueur d'onde 6gale a 
20 488 nm, un laser solide a doublement de frequence dont la longueur d'onde est 

egale a 532 nm ou une diode laser de longueur d'onde definie dans une plage 

allant du bleu au rouge. 

Dans le mode de realisation prefere, la source 21 est form^e par un laser 

Argon de longueur d'onde egale a 488 nm, la puissance du laser etant fix6e £ 25 
25 mW. 

Un prisme 51 de renvoi du faisceau incident issu de la source 21 est 
dispose en arriere de Pobjectif 15 pour diriger le faisceau incident suivant Paxe 
optique de Pobjectif 15 en direction de Pechantillon. Ainsi, le faisceau servant a 
Pexcitation traverse Pobjectif assurant une observation de Pechantillon par 
30 dpifluorescence. Pour des raisons de clarte de la figure 2, les axes optiques de 
la source 21 et de la camera 23 sont representes comme 6tant paralleles alors 
qu'ils sont en fait perpendiculaires entre eux. 
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En variante, le faisceau issu de la source d'iliumination est guid6 jusqu'a 
I'echantillon par un miroir ou une fibre optique permettant rillumination de 
I'echantillon sans traverser Tobjectif. 

La largeur du faisceau incident rencontrant le fond du puits contenant 
5 I'echantillon a observer est telle que la totalite de la surface du puits est illumin6e 
en meme temps par le faisceau. Ainsi, la totalite de la surface de I'echantillon est 
excitee simultanement. 

La camera 23 utilisee comporte avantageusement une matrice de capteurs 
a couplage de charge, couramment designes par capteurs CCD. Elle est 
10 sensible au rayonnement r6-emis par I'echantillon par ph6nom6ne de 
fluorescence et est adaptee pour produire une image representative de ce 
rayonnement. 

La camera est choisie pour pouvoir acquerir simultanement I'image 
complete d'un echantillon, c'est-a-dire que son champ est suffisamment large 
15 pour couvrir le fond d'un puits, en tenant compte de la modification du faisceau 
operee par Tobjectif 15. 

La camera comporte avantageusement la possibility de regler le temps 
d'acquisition et un dispositif de refroidissement du capteur en vue de reduire le 
bruit de fond. 

20 La camera est disposee avec son axe optique perpendiculaire a I'axe 

d'observation. Un prisme ou un miroir incline 53 est prevu en amere de Fobjectif 
15 pour devier le faisceau en sortie de Tobjectif vers la camera 23. Un filtre 
dichro'fque peut egalement etre ins6r6 pour eliminer la lumiere excitatrice. 

Uunite de traitement d'informations 25 met en oeuvre un programme 

25 pilotant la source 21, la camera 23, et la platine de positionnement 17. En 
particulier, elle assure la mise en place successive de chacun des echantillons 
de la plaque en regard de Tobjectif et Pacquisition d'une image de chaque 
echantillon. 

Uunite 25 met en outre en oeuvre un programme de traitement et d'analyse 
30 de Timage acquise de chaque echantillon. Ces traitements component par 
exemple des traitements primaires, tels que des histogrammes de pixels et des 
analyses d'amas (clusters en langue anglaise), ainsi que des traitements 
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secondaires tels que des corrections d'excitation, des comparaisons entre puits 
et des statistiques. 

Par ailleurs, I'unite 25 comporte des moyens d'autocalibration du 
microscope notamment pour r6aliser une correction d'uniformite de la lumiere 

5 excitatrice, ceci a partir de billes fluorescentes de reference disposees dans un 
ou plusieurs puits de la plaque. 

Pour Tobservation du contenu d'une plaque, les moyens de positionnement 
assurent un deplacement de la plaque dans le plan perpendiculaire a Taxe 
d'observation pour amener successivement chaque echantillon en regard de 

10 Tobjectif. Pendant ce deplacement et pendant Tobservation proprement dite d'un 
echantillon, la plaque est maintenue, sous Taction de son propre poids, en appui 
sur Pextr6mite du manchon 43. En effet, de part sa structure, la platine de 
positionnement autorise un libre debattement vers le haut de la plaque suivant la 
direction de Taxe d'observation. La plaque ne repose alors au plus que 

15 partiellement sur le rebord 41 de la platine. 

Pendant le deplacement de la plaque sous Taction des moyens de 
positionnement, la plaque glisse sur la surface d'appui 45 definie a Textremite du 
manchon sur laquelle s'appuie la plaque. 

Pendant Tobservation, Techantillon a observer est situe entierement a 

20 Tinterieur de la zone d'appui delimitee par le manchon sur la surface 
d'observation de la plaque, zone elle-meme centree par Taxe optique. Ainsi, la 
distance definie entre Techantillon et Tobjectif est la meme pour tous les 
echantillons de la plaque, quelle que soit la planeite de la face d'observation de 
la plaque. En effet, cette distance est fixee par la seule longueur du manchon 43. 

25 Ainsi, la mise au point de Tobjectif n'a pas a etre refaite par les moyens 

d'autofocalisation pour chaque echantillon, ce qui diminue considerablement la 
duree totale d'analyse de Tensemble des echantillons portes par une meme 
plaque. 

Par ailleurs, comme le champ d'observation de la camera 23 coincide avec 
30 le champ d'excitation de la source 21, ceux-ci couvrant la totalite du fond d'un 
puits et done toute la surface de Techantillon, Timage complete d'un echantillon 
peut etre acquise simultanement, sans qu'il soit necessaire de pr6c6der a un 
balayage de Techantillon. Ainsi, I'acquisition d'une image s'effectue rapidement. 
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Les dispositifs et proc6des de I'invention peuvent etre utilises pour I'analyse 
d'echantillons d'origine et de nature diverses, marques selon toute technique 
connue de I'homme du m6tier. II peut s'agir notamment d'echantillons 
comprenant des cellules d'origine mammifere (notamment animale ou humaine, 

5 par exemple de cellules nerveuses, tumorales, immunitaires, etc.), bacterienne, 
vegetale, de levure, d'organismes pathogenes, de vims, de tout echantillon ou 
prelevement biologique, etc. Les procedes et dispositifs sont adaptes a I'analyse 
ou la detection de polypeptides, acides nucleiques, lipides, etc. Us sont 
particulierement utilisables pour la mesure de I'effet de composes tests, 

10 notamment de biblioth^ques de produits, sur des populations de cellules, par 
exemple dans des tests a haut debit de I'efficacite, la selectivity ou la toxicite de 
produits. 

Ainsi, dans un mode particulier, I'invention reside 6galement dans une 
methode d'analyse (ou de screening) a haut debit utilisant un dispositif tel que 

15 decrit ci-avant. plus particulierement dans lequel Techantillon est compose d'une 
population de cellules mise en contact avec un colorant fluorescent repr6sentatif 
d'une fonction cellulaire (e.g., proliferation, croissance, maturation, 
differentiation, mort, survie, apoptose, etc.), Techantillon etant mis en contact, 
dans des puits separes d'une plaque, avec des composes d'une collection test, 

20 les composes faisant varier Tintensite du marquage de fluorescence etant mis en 
Evidence. La population de cellules est par exemple une population de 
neurones, notamment d'origine humaine ou animale. 

Dans un mode particulier, le colorant fluorescent est assocte £ un anticorps 
associe a un antigene cellulaire. Ces anticorps couples sont disponibles dans le 

25 commerce, par exemple ceux produits par la societe Immunotech (Marseille, 
France). 

Selon un autre mode de mise en ceuvre, Tinvention reside dans un proc6de 
de detection de la presence (ou de la quantite) d'une bacterie dans un ou 
plusieurs echantillons, comprenant la mise en contact de chaque 6chantillon 
30 avec un marqueur de la bacterie, et I'analyse de la presence du marquage au 
moyen d'un dispositif tel que d§crit ci-avant. Ces marqueurs peuvent etre tres 
sp6cifiques de la bacterie, comme les sondes d'acides nucleiques specifiques du 
genome bacterien assoctees & des marqueurs de fluorescence, ou non 
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specifiques tels que I'acridine orange et tous les colorants des acides 
nucleiques. On les trouve en abondance dans le commerce, voir par exemple le 
catalogue Molecular Probes (Eugene, Oregon, USA). 

Selon un autre mode de mise en oeuvre, I'invention reside dans un procede 
de detection de la presence (ou de la quantite) d'un virus dans un ou plusieurs 
echantillons, comprenant la mise en contact de chaque echantillon avec un 
marqueur specifique du virus, et I'analyse de la presence du marquage au 
moyen d'un dispositif tel que decrit ci-avant. 

Selon un autre mode de I'invention, le dispositif comporte des filtres sur le 
trajet de la lumiere de fluorescence qui delimitent des zones spectrales, par 
exemple des filtres dichroiques a 530, 585, et 650 nanometres permettent 
d'utiliser jusqu'a quatre marqueurs fluorescents differents, avec une seule 
excitation d 488 nm, ainsi qu'on le pratique en cytometrie de flux. Ces colorants 
permettent Panalyse de plusieurs parametres sur la meme cellule. De meme le 
faisceau d'excitation peut associer deux sources, soit simultanement, au moyen 
d'un miroir dichroi'que, soit successivement au moyen d'un miroir ordinaire, ce 
qui etend encore les possibilites de I'analyse multiparametrique. Si les 
acquisitions successives se font sans deplacement de I'echantillon, on peut 
proceder a I'analyse de correlation des Emissions pixel par pixel. 

L'invention peut 6galement etre utilis^e pour I'analyse de marquage sur 
billes, notamment d'interactions proteine-proteine, de complexes immuns, 
d'hybridations, etc. 

Le mode d'acquisition a plusieurs longueurs d'onde est ici particulierement 
avantageux, puisqu'il permet la discrimination de plusieurs categories de 
particules. Si ces particules sont de taille homogene on peut distinguer des 
particules pr^sentant des niveaux quantifies de colorant fluorescent, par 
exemple une dizaine de niveaux differents. Ces particules peuvent etre le siege 
de reactions analytiques, par exemple d'immunoanalyse, la reaction associee a 
chaque categorie de particules peut §tre quantifiee par un autre marqueur, 
emettant a une autre longueur d'onde, la m£me pour toutes les reactions. On 
peut enregistrer ainsi autant de reactions analytiques differentes que Ton peut 
distinguer de categories de particules. 
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Une autre utilisation de ce type de particules est le codage, lorsqu'elles 
sont associees & un processus de synthase combinatoire. L'analyse des 
particules est le fidele reflet du compose chimique associe, le controle de 
('identification pouvant se faire en dehors du laboratoire ou s'effectue la mesure, 
5 par transmission electronique des donnees. 

Dans une autre utilisation, une population homogene de particules 
fluorescentes est utilisee pour definir une surface de correction pour I'energie 
d'excitation, qui n'est pas uniforme sur tout le champ d'observation ; en 
particulier, les lasers presentent une distribution gaussienne de I'energie. La 

10 mesure de I'energie r6emise par chaque particule reflete le niveau de I'energie 
d'excitation au point ou elle se trouve. Avec un petit nombre de particules 
reparties au hasard sur la surface observee, il est possible de definir une 
surface, par interpolation, qui servira ensuite a normaliser les niveaux des pixels 
observes sur des echantillons inconnus. Une surface emettrice uniforme peut 

15 aussi servir a cette normalisation. Cette operation est necessaire lorsqu'on veut 
quantifier une reaction sur une cellule ou une particule reactive. 

L'invention peut encore etre utilis6e pour analyser les depots d'acides 
nucleiques apres hybridations avec des sondes, notamment sur puce, 
microarrays, etc. II peut s'agir notamment de depots d'ADN apres hybridation par 

20 des sequences correspondantes d'ADN ou d'ARN, issus d'une cellule ou d'un 
echantillon, et marques par un element fluorescent. Ces depots se presentent 
preferentiellement en arrangements reguliers pr6sentant jusqu'a 5000 depots qui 
peuvent etre lus en une seule fois par le dispositif. Plusieurs blocs de depots 
places cote a cote peuvent etre lus sequentieliement . 

25 

D'autres aspects et avantages de la pr6sente invention apparaitront a la lecture 
des exemples qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non 
limitatifs. 

30 Exemple 1 

Dispositif selon l'invention comprenant: 
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-Un microscope inverse Olympus IX- 50 equipe d'un cube pour 
fluorescence MWIB, un objectif UMPLFL 5X et un illuminateur vertical 30 W 

- Un laser Argon 488 nm, 25 mW, de marque Spectra-Physics 

- Une camera Hamamatsu C5985 refroidie et son controleur. Cette camera 
5 dispose d'une plage de reglage importante du temps d'acquisition, depuis ^ A 

secondes jusqu'a 5 minutes. En utilisation normale selon I'invention le temps 
d'acquisition est compris entre 0,1 et 1 seconde. Le nombre de pixels est 
376151, codes sur 8 bits, soit 256 niveaux, numerates de 0 a 255. Le 
refroidissement du capteur represente 20°C en dessous de Tambiance, assurant 
10 une sensibilite de 10 photons. 

- Un ensemble de deux tables Markshauser 120x100 mm et leur controleur 
de marque Lang. 

- Un cadre porte-plaque ajust6 aux plaques Nunc 384 puits et un couvercle 
coiffant la plaque en polymdre organique noir, occultant le faisceau laser et la 

15 lumiere ambiante. 

- Un ensemble optique de mise en forme du faisceau laser, comportant 
deux lentilles convergentes, un filtre spatial (collimateur) de diametre 30 microns. 

-Une entretoise en forme de manchon coiffant I'objectif, en polym&re 
organique noir. 

20 - Un plateau metallique supportant les differents elements et le capotage 

de securite assurant la coupure du faisceau laser en cas d'ouverture. 

- Un micro ordinateur PC, avec le logiciel AnalySIS de la societe Soft 
Imaging System (Munster, Allemagne). 

25 

Exemple 2 

Culture de neurones sur plaques 384 puits et comptage selon I'invention: 

30 Apres dissection de la moelle 6pini6re d'embryons de rat de 14 jours les 

neurones sont purifies selon la technique decrite dans la demande de brevet 
europ6en n° EP99403092.2. 
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Les neurones purifies sont ensemences dans des plaques 384 puits & 
Paide d'un robot biomek 2000 dans !es plaques prealablement traitees selon le 
protocole. 

Des que les neurones sont attaches au fond des puits (30 minutes a une 

5 heure plus tard), le traitement des cellules avec les molecules a tester est 
effectu6 par le robot. 

Apres 4 jours de culture on procede au test de survie consistant a traiter les 
cultures avec la calceine-AM (Molecular Probes) qui devient fluorescent apres 
penetration dans les cellules vivantes. 

10 La fluorescence emise par chacune des cellules presente dans les puits est 

detectee grace £ I'analyseur selon Tinvention. L'acquisition des images des 384 
puits est faite en sequence automatique, avec un temps d'exposition de 0.2 
seconde par puits, suivie de I'analyse effectuee automatiquement. La dur6 totale 
de I'operation est environ 14 minutes. Le resultat obtenu est presente sous la 

15 forme d'un tableau comportant le comptage du nombre de neurones par puits. 
Le tableau suivant presente un echantillonnage des comptages, par 
comparaison au comptage a Pceil effectue au microscope a contraste de phase, 
en des points selectionnes correspondant aux contours de la plaque et au milieu. 
La concordance des resultats temoigne de la regularity de la mise au point lors 

20 de Tacquisition automatique. 



N° puits 


manuel 


automatique 


1 


88 


76 


2 


92 


104 


13 


111 


116 


24 


104 


101 


169 


154 


161 


180 


132 


140 


192 


113 


118 


193 


44 


46 


205 


55 


63 


216 


79 


75 


337 


67 


62 


359 


54 


52 
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361 


65 


77 


362 


55 


58 


384 


50 


50 



Exemple 3 

Comptage de billes fluorescentes selon I'invention 

5 On utilise une suspension de billes fluorescentes "Flow check 

fluorospheres" (Beckman Coulter, Miami, USA) calibres au diametre 10 pm. 
Les billes sont depos6es dans les puits par un robot de pipetage biomek 2000 
(Beckman) a raison de 50 billes par puits, en moyenne, dans une moitie de la 
plaque (puits 1 a 192) et 100 billes par puits, en moyenne, dans I'autre moitie de 

10 la plaque (puits 193 d 384). AprSs decantation les billes sont comptees a I'ceil 
par I'operateur (10 puits par concentration, a differents emplacements de la 
plaque). Puis la plaque est lue par Tanalyseur et les resultats sont compares. On 
constate que les resultats par le comptage automatique donnent bien les 
moyennes attendues et que Tecart-type correspond bien a ce que Ton attend 

15 d'une statistique de Poisson. Sur les puits ayant fait I'objet d'un comptage visuel 
on constate une parfaite concordance avec le comptage automatique. 



N° puits 


manuel 


automatique 


1 


31 


32 


2 ! 


43 


47 


13 


65 


55 


23 


64 


62 


24 


55 


60 


36 


62 


56 


48 


41 


40 


169 


68 


62 


181 


56 


50 


204 


111 


99 


359 


116 


108 


360 


128 


121 


361 


96 


90 
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373 


99 


89 


383 


88 


82 


384 


135 


124 
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REVENDICATIONS 

1. - Dispositif d'observation ou d'analyse d'un ou plusieurs echantillons 
disposes sur un support, notamment une plaque (19), comportant un objectif 

5 (15) d'observation d'au moins une partie d'un echantillon suivant un axe 
d'observation depuis une face ^observation (29) du support, une platine (17) de 
positionnement du support adaptee pour assurer un deplacement relatif entre le 
support et Paxe d'observation dans un plan perpendiculaire a I'axe d'observation, 
des moyens (21) d'illumination d'au moins une partie d'un echantillon et des 

10 moyens (23. 25, 53) d'acquisition d'une image en sortie de I'objectif (15), 
caracterise en ce qu'il comporte une entretoise (43) interposee entre la face 
d'observation (29) du support et I'objectif (15), laquelle entretoise (43) est fixe par 
rapport a I'objectif (15) et presente une surface d'appui (45) pour la face 
d'observation (29) du support, laquelle surface d'appui (45) est situ6e au 

1 5 voisinage de Taxe d'observation. 

2. - Dispositif selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
microscope (11). 

3. - Dispositif selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que le 
support est une plaque, notamment une plaque 96, 384, 864 ou 1536 puits. 

20 4.- Dispositif, notamment microscope (11) selon Tune quelconque des 

revendications pr6cedentes, caracterise en ce que I'entretoise (43) est portee 
par I'objectif (15). 

5. - Dispositif. notamment microscope (11) selon Tune quelconque des 
revendications pr6cedentes, caracterise en ce que I'entretoise comporte un 

25 manchon (43) s'etendant suivant Paxe d'observation, la surface d'appui etant 
formee par une plage annulaire (45) d'extremite du manchon (43). 

6. - Dispositif. notamment microscope (11) selon Tune quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que les moyens d'illumination 
comportent des moyens (51) de guidage du faisceau d'illumination au travers de 

30 I'entretoise ou du manchon (43). 

7. - Dispositif. notamment microscope (11) selon la revendication 6, 
caracterise en ce que les moyens de guidage du faisceau d'illumination 
comportent une fibre optique. 
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8. - Dispositif, notamment microscope (11) selon Tune quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que les moyens d'acquisition (23, 
25, 53) et les moyens d'illumination (21) component des moyens 
d'autocalibration pour r6aliser une correction d'uniformite du faisceau 

5 d'illumination a partir de I'observation de billes fluorescentes de reference 
disposees sur la plaque portant les echantillons. 

9. - Dispositif, notamment microscope (11) selon Tune quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que les moyens d'illumination (21) 
sont adaptes pour couvrir simultanement I'essentiel de la surface d'un echantillon 

10 et en ce que I'objectif (15) et les moyens d'acquisition (23, 25, 53) sont adaptes 
pour procurer un champ d'observation couvrant simultanement I'essentiel de la 
surface de r echantillon. 

10. - Microscope (11) d'observation sequentielle de plusieurs echantillons 
disposes cote a cote sur une m£me plaque (19), comportant un objectif (15) 

15 d'observation d'au moins une partie d'un echantillon suivant un axe d'observation 
depuis une face d'observation (29) de la plaque (19), une platine (17) de 
positionnement de la plaque (19) adaptee pour assurer un deplacement relatif 
entre la plaque (19) et I'axe d'observation dans un plan perpendiculaire a I'axe 
d'observation, des moyens (21) d'illumination d'au moins une partie d'un 

20 echantillon et des moyens (23, 25, 53) d'acquisition d'une image en sortie de 
I'objectif (15), caracterise en ce qu'il comporte une entretoise (43) interposee 
entre la face d'observation (29) de la plaque et I'objectif (15), laquelle entretoise 
(43) est fixe par rapport a I'objectif (15) et presente une surface d'appui (45) pour 
la face d'observation (29) de la plaque, laquelle surface d'appui (45) est situee 

25 au voisinage de I'axe d'observation. 

1 1 Precede d'observation sequentielle de plusieurs echantillons disposes 
(cote £ cote) sur un meme support, notamment une plaque (19), caracterise en 
ce qu'il comporte I'utilisation d'un dispositif, notamment microscope (11) selon 
Tune quelconque des revendications precedentes. 

30 12.- Utilisation d'un dispositif selon Tune quelconque des revendications 1 a 

10 pour ('analyse d'une s§rie d'echantillons, notamment pour ('analyse ou la 
detection de cellules ou de particules ayant reagi avec des polypeptides, lipides 
ou acides nucl6iques. 
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13. - Utilisation d'un dispositif selon Tune quelconque des revendications 1 a 
10 pour I'analyse d'une s6rie d'echantillons de populations cellulaires, sur 
lesquelles on veut proc6der & un d6nombrement, a des tests de viability ou d 
des tests d'expression d'antigenes, ou a des tests morphom6triques, en mode 

5 statique ou cinetique. 

14. - Utilisation d'un dispositif selon Tune quelconque des revendications 1 a 
10 pour I'analyse d'une serie d'echantillons dans lesquels on cherche a 
denombrer des bacteries. 

10 

15. - Utilisation d'un dispositif selon Tune quelconque des revendications 1 a 
10 pour I'analyse d'une serie d'echantillons contenant diverses categories de 
micro billes, chaque categorie etant le support d'une reaction analytique avec 
ledit echantillon. 

15 

16. - Utilisation d'un dispositif selon Tune quelconque des revendications 1 a 
10 pour Panalyse d'une serie d'echantillons, presentant des arrangements de 
depots d'ADN, sur lesquels ont reagi des sondes nucleiques provenant dudit 
echantillon, ces sondes etant rendues fluorescentes soit avant soit apres 

20 I'hybridation. 
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Figure 1 Dispositif d' analyse de particulcs 




Figure 2 Positionnement de la plaque sur Tobjectif 
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